Pharmacological animal model of Alzheimer's disease (rat model Samaritan) and mediator system of N-methyl-D-aspartate receptor and nitric oxide by Matušková, Hana
  Univerzita Karlova v Praze 
Přírodovědecká fakulta 
 
Studijní program: Biologie 
Studijní obor: Fyziologie živočichů 
   
 
 
      Bc. Hana Matušková 
Farmakologický animální model Alzheimerovy demence (model Samaritán) a 
mediátorový systém N-methyl-D-aspartátového receptoru a oxidu dusnatého  
Pharmacological animal model of Alzheimer´s disease (rat model Samaritan) 
and mediator system of N-methyl-D-aspartate receptor and nitric oxide  
 
Diplomová práce 






Prohlašuji, že jsem závěrečnou práci zpracovala samostatně a že jsem uvedla všechny 
použité informační zdroje a literaturu. Tato práce ani její podstatná část nebyla předložena 






V Praze dne 28.4.2016   
       Podpis: 
           ______________________ 








Na tomto místě bych chtěla poděkovat své školitelce Ing. Zdeně Krištofikové, Ph.D., za 
odborné vedení experimentální části týkající se změn aktivit syntáz oxidu dusnatého, 
trpělivost a cenné rady při zpracování této diplomové práce. Své školitelce bych chtěla 
také poděkovat za poskytnutí dat týkajících se aktivity cholinergních transportérů. 
Dále bych chtěla poděkovat Mgr. Janě Šírové za odborné vedení týkající se exprese 
podjednotek N-metyl-D-aspartátového (NMDA) receptoru. 
Mgr. Tomášovi Petráskovi, Ph.D., bych chtěla poděkovat za školení v oblasti 
kognitivních testů, které byly na modelu potkana Samaritán prováděny (Morrisovo vodní 
bludiště, aktivní alotetické vyhýbání se místu). 









Alzheimerova demence je neurodegenerativní onemocnění s nejvyšší prevalencí, které 
nelze v současné době vyléčit. Cílem diplomové práce bylo otestovat mediátorový systém 
N-methyl-D-aspartátového receptoru a oxidu dusnatého u animálního modelu sporadické 
formy Alzheimerovy demence (potkaní model Samaritán; Taconic Pharmaceuticals, 
USA) a srovnat tyto změny se změnami v hipokampálním cholinergním systému a v 
kognitivních testech. Tento model vznikl chronickou unilaterální aplikací β-amyloidu42 a 
pro-oxidativních látek (heptahydrát síranu železnatého a L-buthionin-(S,R)-sulfoximin) in 
vivo pomocí osmotických pump Alzet® do levé komory mladého dospělého potkana 
kmene Long Evans. Cílem této práce bylo otestovat změny v expresi NR1/NR2A/NR2B 
podjednotek N-methyl-D-aspartátového receptoru a aktivity syntáz oxidu dusnatého 
(neuronální, endotelové a inducibilní) v pravém a levém kortexu. Naše výsledky ukazují 
na signifikantní změny v expresi NR2A/NR2B podjednotek N-methyl-D-aspartátového 
receptoru a aktivitě iNOS v kortexu potkanů modelu Samaritán při srovnání s kontrolními 
potkany Long Evans. Tyto výsledky jsou v souladu s pozorovanými změnami v aktivitě 
cholinergních transportérů v hipokampu i v kognitivních testech (Morrisovo vodní 
bludiště a aktivní alotetické vyhýbání se místu). Naše výsledky podporují dvoufázový 
mechanizmus změn glutamátergního systému u Alzheimerovy demence a naznačují, že 
tento animální model je spíše modelem raného stádia této nemoci.  
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Alzheimer´s disease is a neurodegenerative disorder with the highest prevalence in the 
population and for which we do not have a cure so far. The aim of this thesis was to test 
the mediator system of the N-methyl-D-aspartate receptor and nitric oxide in an animal 
model of sporadic form of Alzheimer´s disease (Samaritan Alzheimer's Rat Model; 
Taconic Pharmaceuticals, USA). Then compare these results with changes in 
hippocampal cholinergic system and cognitive tests. The Samaritan rat model is based on 
the unilateral in vivo application of β-amyloid42 and the pro-oxidative substances (ferrous 
sulfate heptahydrate and L-buthionine-(S,R)-sulfoximine). Neurochemical methods 
included testing of the NR1/NR2A/NR2B subunits of the N-methyl-D-aspartate receptor 
and activity of nitric oxide synthases (neuronal, endothelial, inducible) in the cortex, in 
both cases in the right and left hemisphere separately. Our results show that Samaritan 
rats exhibited significant changes in expression of NR2A/NR2B subunits of the N-
methyl-D-aspartate receptor and activity of inducible nitric oxide synthase in cortex 
compared to control rats. The results of glutamatergic system are consistent with changes 
in activity of cholinergic transporter and cognitive tests (Morris water maze and active 
allothetic place avoidance). Our results support the two-stage mechanism of the 
glutamatergic system and mimicking the situation of early stages of AD. 
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AAPA   aktivní alotetické vyhýbání se místu (active allothetic place  
avoidance) 
AD   Alzheimerova demence 
AMPA  alfa-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-izoxazolpropionát 
ANOVA  analýza rozptylu (analysis of variance) 
APOE   apolipoprotein E 
APP   amyloidní prekurzorový protein (amyloid precursor protein) 
BH4   tetrahydrobiopterin 
CAMKII  Ca
2+
/kalmodulin dependentní protein kináza II 
CNS   centrální nervová soustava 
CREB   protein vázající se v genomu na element odezvy na cAMP (cAMP  
response element-binding protein) 
eNOS   endotelová syntáza oxidu dusnatého 
FAD   flavinadenindinukleotid. 
FMN   oxidovaný flavinmononukleotid  
HACU   vysokoafinitní transport cholinu (high-affinity choline uptake) 
HC-3          hemicholinium-3 
CHT1   vysokoafinitní transportér cholinu 
iNOS   inducibilní syntáza oxidu dusnatého 
LTD   dlouhodobá deprese (long-term depression) 




MAPK  mitogenem aktivovaná proteinkináza (mitogen-activated protein  
kinase) 
MK-801  dizocilpin 
mRNA  mediátorová RNA (messenger RNA) 
NMDA  N-methyl-D-aspartát 
nNOS   neuronální syntáza oxidu dusnatého 
NO   oxid dusnatý  
NR1   podjednotka NMDA receptoru typu 1 
NR2   podjednotka NMDA receptoru typu 2 
NR3   podjednotka NMDA receptoru typu 3 
PDZ    postsynaptický denzní protein, disc large tumor supresor, protein  
zonula occludens-1  
PKA   proteinkináza typu A 
PKC   proteinkináza typu C 
PSD-95  protein postsynaptické denzity 95 
ROS   reaktivní formy kyslíku (reactive oxygen species) 
SAMP8 animální model myši se zrychleným stárnutím (senescence 
accelerated mouse prone 8) 
SEM  střední chyba průměru 
TMD   transmembránová doména 
β-amyloid  peptidy amyloidu β 
β-amyloid40  peptid amyloidu β končící v pozici 40  




Alzheimerova demence (AD) je neurodegenerativní onemocnění s nejvyšší 
prevalencí, které nelze v současné době vyléčit (Bekris et al., 2010) Hlavními 
histopatologickými znaky jsou extracelulární neuritické plaky tvořené převážně 
agregovaným β-amyloidem a intracelulární neurofibrilární klubka vzniklá 
hyperfosforylovaným tau (τ) proteinem. Mezi základní dvě formy AD patří familiární 
(autozomálně dominantní onemocnění s časným nástupem rozvoje) a sporadická (jejímž 
nejrizikovějším faktorem je věk); (Bird, 2008). Jelikož transgenní animální modely 
odpovídají spíše familiární formě AD, jejíž pravděpodobnost výskytu je velmi nízká 
(5%), je v současnosti spíše snaha najít netransgenní animální model, který by poskytnul 
informace o častěji se vyskytující sporadické formě AD. Model Samaritán (Taconic 
Pharmaceuticals, USA), vzniklý chronickou aplikací roztoku síranu železnatého, β-
amyloidu42 a L-buthioninu-sulfoximinu in vivo, by měl modelovat spíše sporadickou 
formu AD. 
 
 Hlavním cílem této diplomové práce bylo otestovat animální model sporadické 
formy AD (model Samaritán) pomocí změn v expresi NR1/NR2A/NR2B podjednotek N-
methyl-D-aspartátového (NMDA) receptoru a v aktivitách syntáz oxidu dusnatého – 
neuronální (nNOS), endotelové (eNOS) a inducibilní (iNOS) v kortexu při srovnání 
s kontrolními potkany Long Evans. Dalším cílem bylo porovnat tyto výsledky se 








1. Literární přehled 
1.1 Alzheimerova demence  
 
AD patří mezi nejčastější příčinu vzniku neurodegenerativního onemocnění 
v pokročilém věku (Bekris et al., 2010). AD je považována za multifaktoriální 
onemocnění, přičemž mezi nejrizikovější faktory patří věk. Dále jsou pak v literatuře 
zmiňovány i další rizikové faktory, jako jsou například kouření, obezita, diabetes mellitus 
nebo vaskulární onemocnění (Blennow et al., 2006). 
Existují dvě základní formy AD, a to familiární a sporadická. Familiární forma 
AD je autozomálně dominantní onemocnění, jejíž pravděpodobnost výskytu je velmi 
nízká. Obecně se uvádí pravděpodobnost menší než 6% (Bird, 2008). Je způsobena 
mutacemi v několika genech.  
Všechny geny rizikové pro vznik familiární formy AD nejsou známy, mezi nejčastěji 
uváděné patří amyloidní prekurzorový protein (APP), presenilin-1 a presenilin-2 
(Blennow et al., 2006; Ittner and Götz, 2011). Lidský gen pro APP je lokalizován na 21. 
chromozomu (Dawkins and Small, 2014). APP je transmembránový protein typický svou 
velkou extracelulární doménou a intracelulární C-terminální doménou (O´Brien and 
Wong, 2011; Müller and Zheng, 2012). V porovnání s familiární formou se populace 
mnohem častěji setkává se sporadickou formou AD. Ta je spojována s alelou ε4 
apolipoproteinu E (APOE), která zvyšuje riziko vzniku AD u heterozygotních jedinců až 
3x a u jedinců homozygotních až 15x. Jednou z funkcí APOE je transport cholesterolu do 
neuronů, dále také hraje důležitou roli v akumulaci β-amyloidu (Blennow et al., 2006; Liu 
et al., 2013). 
Mezi hlavní histopatologické znaky nalezené v mozcích pacientů postižených AD 
jsou extracelulární neuritické plaky tvořené agregovaným β-amyloidem a intracelulární 
neurofibrilární klubka. Peptidy β-amyloidu (o přibližné velikosti 4kDa) vznikají štěpením 
APP. Štěpení se účastní 2 membránově vázané endoproteázy (β- a γ – sekretázy), které 
jsou přítomny hlavně v neuronech. V ostatních buněčných typech se vyskytuje také α-
sekretáza štěpící APP na menší úseky, které nemají tendenci agregovat (Benilová et al., 
2012). Celý mechanismus tvorby β-amyloidu z APP je v současnosti velmi dobře popsán. 
Nejprve β-sekretáza štěpí APP a uvolňuje se derivát, který zůstává vázaný v membráně a 
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který je posléze štěpen γ – sekretázou. V důsledku velmi nepřesného štěpení γ – sekretázy 
vznikají různé druhy β-amyloidu odlišující se v C-terminální doméně. Nejčastější formou 
β-amyloidu je peptid končící v pozici 40 (β-amyloid40) a 42 (β-amyloid42). 
Experimentální data naznačují, že delší forma β-amyloid42 má větší tendenci k tvorbě 
oligomerů a k agregaci a je tak běžnější součástí plaků (Murphy and LeVine, 2010). 
Schéma štěpení APP je znázorněno na Obrázku 1. 
 
             
 
Obrázek 1: Schéma štěpení APP  
Neamyloidogenní cesta: α-sekretáza štěpí APP za vzniku velké sAPPα ektodomény, která 
se uvolňuje a nechává za sebou C-terminální fragment o velikosti 83 aminokyselin (C83) 
navázaný v membráně. C83 je posléze štěpen γ-sekretázou za vzniku extracelulární p3 a 
amyloidní intracelulární domény (AICD).  
Amyloidogenní cesta: β-sekretáza štěpí APP za vzniku zkrácené sAPPβ a membránově 
vázaný C-terminální fragment o velikosti 99 aminokyselin (C99). γ-sekretáza odštěpuje 
z C99 peptidy β-amyloidu o velikosti 37-43 aminokyselin a nechává v membráně 
navázaný AICD o velikosti 49-50 aminokyselin. AICD je poté uvolněna do cytoplazmy a 
transportována do jádra, kde aktivuje genovou expresi (převzato a upraveno z Querfurth 
and LaFerla, 2010). 
 
Neurofibrilární klubka jsou tvořena hyperfosforylovaným τ proteinem. Protein τ je 
členem rodiny proteinů asociovanými s mikrotubuly (Mandelkow and Mandelkow, 2012). 
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U lidí se nachází především v neuronech, stopové množství lze nalézt i v jiných tkáních 
jako například v srdci, ledvinách, plicích a jiných. Existuje 6 izoforem τ proteinu 
v mozku, které se odlišují změnami v C- i N-terminální doméně. Každá izoforma má 
odlišnou funkci a k její expresi dochází v odlišných fázích vývoje (Buée et al., 2000). 
V neuronech má důležitou funkci v podobě navázání a stabilizace mikrotubulů. Za 
fyziologických podmínek je tento protein rozpustný a jeho funkce v neuronech je 
udržována homeostázou mezi jeho fosforylací a defosforylací. Během patologických 
podmínek dochází k hyperfosforylaci, která snižuje množství navázaného τ proteinu na 
mikrotubulech. Nenavázaný hyperfosforylovaný τ protein má tendenci tvořit páry 
helikálních filament (Huang and Jiang, 2009).  
Jak již bylo řečeno výše, v současné době nelze AD vyléčit. Existuje však několik 
možností, jak zmírnit projevy onemocnění a zpomalit jeho vývoj. Používány jsou léky 
kompenzující nedostatek neurotransmiterů (např. inhibitory acetylcholinesterázy nebo 
antagonisté NMDA receptoru), psychotropní látky (např. antidepresiva a anxiolytika), 
antioxidanty nebo některé protizánětlivé látky (Cummings, 2001). Cílem podávání 
inhibitorů acetylcholinesterázy (např. donepezil, galantamin) je částečně kompenzovat 
nedostatek acetylcholinu v mozku lidí s AD, vznikající poškozením cholinergních 
neuronů. Jejich výrazný úbytek byl pozorován především v ncl. basalis Meynerti, což má 
zá následek zhoršení kognitivních schopností pacientů (Talesa, 2001). Ke zhoršení 
kognitivních schopností přispívá také glutamátem regulovaná excitotoxicita, která může 
vést k poškození funkce neuronů. Dále je při léčení AD často používán memantin, 
nekompetitivní antagonista NMDA receptoru (Blennow et al., 2006; Robinson and 
Keating, 2006). Memantin má velmi rychlou kinetiku a váže se do blízkosti vazebného 
místa pro Mg
2+
 uvnitř iontového kanálu (Johnson and Kotermanski, 2006; Olivares et al., 
2012). Za fyziologických podmínek je NMDA receptor otevřen pouze několik milisekund 
a z toho důvodu se zde nemůže memantin koncentrovat a nemá proto na receptor žádný 
účinek. V případě nadměrné aktivace receptoru se koncentrace memantinu uvnitř 
iontového kanálu zvyšuje a účinně ho blokuje a brání tak nadměrnému vstupu Ca
2+ 
do 
buňky (Lipton, 2006). Účinnost memantinu je sice malá, ale velmi nápomocná, 
v klinickém testování byl prokázán jeho účinek na zlepšení kognice, nálady, chování a 





1.2 NMDA receptor 
1.2.1 Struktura NMDA receptoru 
NMDA receptor patří spolu s receptorem α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionát (AMPA) a kainátovým receptorem do skupiny ionotropních 
glutamátových receptorů (Lee et al., 2014). AMPA a kainátový receptor jsou aktivovány 
navázáním excitační molekuly L-glutamátu a nejčastější jejich formou je homotetramer 
(Karakas and Furukawa, 2014). 
NMDA receptor je jedinečný v porovnání s ostatními receptory ze skupiny 
ionotropních glutamátových receptorů. K jeho expresi dochází v celé centrální nervové 
soustavě (CNS) a hraje důležitou roli během fyziologických (např. synaptická plasticita) i 
patofyziologických podmínek (např. neuronální smrt), (Paoletti and Neyton, 2007). 
NMDA receptor má několik specifických vlastností: při klidovém membránovém 
potenciálu je blokován extracelulárním Mg
2+
 navázaným uvnitř NMDA receptoru, který 
brání jeho aktivaci při napětí blížícímu se tomu klidovému; vykazuje vysokou propustnost 
pro Ca
2+
; pro jeho aktivaci je nezbytné navázání glutamátu a koagonisty glycinu; kinetika 
NMDA receptoru je pomalá z důvodu pomalého uvolňování glutamátu; obsahuje velké 
množství modulačních míst (Paoletti et al., 2013; Lee et al., 2014). K aktivaci NMDA 
receptoru dochází teprve při výrazné depolarizaci (~40mV) způsobené sumací několika 
okolních depolarizací na presynaptické a postsynaptické membráně. Depolarizace vzniká 
především prostřednictvím AMPA receptorů (Cull-Candy and Leszkiewicz, 2004; 
Nikolaev et al., 2012). To je považováno za protektivní mechanismus, který zabraňuje 
nadměrnému vstupu Ca
2+ 





 do buňky. Ca
2+ 
aktivuje řadu signálních kaskád, které jsou 
zásadní pro paměť a učení (Furukawa et al., 2005). 
Existuje celkem 7 podjednotek NMDA receptoru, které tvoří obligatorní 
heterotetramer. Jsou to NR1, NR2 (A-D) a NR3 (A, B). Pro vytvoření funkčního 
receptoru je nezbytná přítomnost NR1 podjednotky (Benarroch, 2011). Nejčastěji je 
výsledný receptor tvořený kombinací dimerů NR1 a NR2 podjednotek (Cull-Candy and 
Leszkiewicz, 2004). Každá podjednotka je tvořena velkou extracelulární N-terminální 
doménou, ligand vázající doménou, transmembránovými doménami (TMD) a 
intracelulární C-terminální doménou. TMD všech čtyř podjednotek je složena ze tří 
transmembránových oblastí (M1, M3, M4) a M2 oblastí, která vstupuje do membrány 
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z intracelulární strany a vytváří vratnou kličku (Sobolevsky et al., 2009). Doména S1 a S2 
NR1 podjednotky umožňuje vazbu glycinu, zatímco stejné domény NR2 podjednotky 
váží glutamát (Cull-Candy and Leszkiewicz, 2004). Přehledné schéma struktury NMDA 
receptoru je znázorněno na Obrázku 2. 
                 
Obrázek 2: Struktura NMDA receptoru  
NMDA receptor je tvořen N-terminální doménou (NH2), C-terminální doménou (COOH) 
a transmembránovými oblastmi (M1, M3, M4) a M2 oblastí, která tvoří vratnou smyčku. 
Domény NR1 podjednotky umožňují vazbu glycinu, domény NR2 podjednotky vážou 
glutamát (Převzato a upraveno z Benarroch, 2011). 
 
 
V mozku potkanů i člověka je exprese jednotlivých podjednotek regulována 
různými způsoby. Podjednotky NR1 a NR2B vykazují vysokou expresi při narození. 
Exprese NR2A a NR2C podjednotek se však zvyšují teprve po narození (Wenzel et al., 
1997; Law et al., 2003). K expresi NR2D podjednotky dochází v průběhu embryonálního 
vývoje a po narození je již méně signifikantní (Ritter et al., 2001). Mediátorová RNA 
(mRNA) podjednotek NMDA receptoru je specifická i svou distribucí. V mozku je 
všudypřítomná mRNA pro NR1 podjednotku, zatímco transkript pro NR2A a NR2B je 
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omezen na neokortex a hipokampus. NR2C mRNA je lokalizována pouze v mozečku a 
NR2D ve středním a zadním mozku (Portera-Cailliau et al., 1996).  
 
1.2.2 Funkce NMDA receptoru 
NMDA receptor má v CNS důležitou funkci v procesu dlouhodobé potenciace 
(LTP) a dlouhodobé deprese (LTD). To jsou děje, které jsou součástí synaptické 
plasticity, jejíž podstatou je posilování nebo zeslabování synaptického přenosu 
v závislosti na elektrické stimulaci (Bear and Malenka, 1994; Voglis and Tavernarakis, 
2006). Nejlépe je tento děj popsaný v hipokampu mezi CA3-CA1 pyramidovými neurony 
(Lüscher and Malenka, 2012). LTP se účastní NMDA a AMPA receptor, oba jsou 
aktivovány molekulou glutamátu a oba fungují jako selektivní kanály pro přenos Na
+ 




ven. Jak už bylo zmíněno výše, pro 
aktivaci NMDA receptoru je nezbytná silná depolarizace na presynaptické i 
postsynaptické membráně, která umožní uvolnění Mg
2+
. Nejprve tedy dochází k aktivaci 
AMPA receptoru, při které vstupuje proud Na
+ 
do buňky a menší proud K
+
 směrem 
z buňky. To způsobí depolarizaci postsynaptické membrány a otevření kanálu NMDA 
receptoru pro vstup Ca
2+
 do intracelulárního prostoru. Zvýšená hladina Ca
2+ 
aktivuje 
uvnitř buňky celou řadu kináz, mezi které patří také Ca
2+
/kalmodulin dependentní protein 
kináza II (CaMKII), proteinkáza A (PKA), proteinkináza C (PKC) a mitogenem 
aktivovaná proteinkináza (MAPK) (Lüscher and Malenka, 2012; Stuchlík and 
Svojanovská, 2014). Aktivací kináz dochází ke změně jejich vlastností a aktivaci 
signálních kaskád. Dochází také k fosforylaci AMPA receptoru a jeho inzerci do 
postsynaptické membrány, viz Obrázek 3. Dochází k propojování sousedních synapsí, 
které mají podobnou aktivitu, na základě principu „cells that fire together, wire together” 
(Zito and Scheuss, 2009). Naopak dlouhodobé snížení elektrické stimulace synapsí a tedy 
i snížení hladiny Ca
2+ 
vede k aktivaci fosfatáz a k zeslabení synapsí (Lee et al., 2003; Lau 















Obrázek 3: Schéma LTP (Převzato z Voglis and Tavernarakis, 2006) 
Vysokofrekvenční stimulace presynaptické membrány vede k uvolnění glutamátu a 
následné aktivaci AMPA receptoru. Depolarizace postsynaptické membrány a aktivace 
NMDA receptoru má za následek zvýšení hladiny Ca
2+
 a aktivaci CaMKII a PKC, které 
fosforylují a aktivují MAPK, což vede k fosforylaci a aktivaci CREB, který indukuje 
syntézu proteinů a jejich následnou inzerci do postsynaptické membrány. Dále pak Ca
2+
 
aktivuje PKA, která fosforyluje AMPA a NMDA receptor. To vede ke zvýšení vodivosti 
těchto receptorů a tím prodloužení doby průchodu iontů do buňky (Derkach et al., 2007). 
 
 
NMDA receptor hraje zásadní roli v tvorbě a zrání nových synapsí v průběhu 
vývoje. Několik experimentů potvrdilo, že dochází k různým strukturním změnám ve 
složení podjednotek receptoru, čímž se následně mění i jeho vlastnosti (Takahashi et al., 
1996; Paoletti et al., 2013) Nejvyšší množství NMDA receptoru lze nalézt ve vyvíjejícím 
se jedinci a s dozráváním se jejich počet snižuje (McDonald and Johnston, 1990; 
Contestabile et al., 2000). NMDA receptor má ve vyvíjejícím se mozku v porovnání 





, delší doba otevření a vyšší citlivost k pozitivní modulaci glycinem 
(Scheetz and Constantine–Paton, 1994; Feldman and Knudsen, 1998; Contestabile, 2000).  
 
1.2.3 Modulace NMDA receptoru 
Mezi nejčastěji využívaná vazebná místa, přes která lze NMDA receptor 
modulovat patří: vazebné místo glutamátu/glycinu, uvnitř iontového kanálu nebo na 
regulační N-terminální doméně. Schéma rozdělení těchto látek je znázorněno na Obrázku 
4 (Monaghan et al., 2012). 
 
 
Obrázek 4: Schéma modulátorů NMDA receptoru se zařazením do skupin podle 
vazebného místa  
Ve skupině A se nacházejí látky, které fungují jako antagonisté a vážou se na vazebné 
místo glutamátu. Do skupiny B jsou řazeny antagonisté vážící se na vazebné místo 
glycinu. Skupina C znázorňuje látky blokující kanál a látky ve skupině D se vážou a 
modulují N-terminální doménu (Převzato z Monaghan et al., 2012). 
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Dále můžeme dělit látky modulující NMDA receptor na kompetitivní antagonisty např. 
selfotel, nekompetitivní alosterické antagonisty a látky blokující iontový kanál např. MK-
801 (Layton et al., 2006; Kalia et al., 2008). NMDA receptor hraje důležitou roli ve 
fyziologických i patologických procesech (například oxidativní stres vyvolaný 
nadměrnou aktivací NMDA receptoru a následným vstupem Ca
2+
), proto je snaha využít 
antagonisty k terapeutickým účelům (Layton et al., 2006). 
 
 
1.2.4 Změny NMDA receptoru v průběhu Alzheimerovy demence 
Glutamát je jedním z hlavních excitačních neurotransmiterů v CNS a z toho 
důvodu je mu věnována velká pozornost také při výzkumu AD. V literatuře je velmi často 
zmiňovaná glutamátergní hypotéza AD (Maragos et al., 1987; Hynd et al., 2004), 
založená na dvoufázovém mechanizmu (two-stage mechanism) působení glutamátu 
v rozvoji tohoto onemocnění. V počátečních fázích AD se předpokládá hyperaktivita 
glutamátergního systému, zatímco v pokročilých fázích se systém stává hypoaktivním 
(Olney et al. 1997). Hyperaktivita je způsobena zvýšením hladiny glutamátu, která vzniká 
nejspíše následkem nefunkčnosti transportérů zpětného vychytávání. Následující 
hypoaktivita v pokročilých fázích AD je dána ztrátou neuronů (Butterfield and Pocernich, 
2003; Francis, 2003). Tento mechanismus byl potvrzen také nukleární magnetickou 
rezonancí, pomocí které byly měřeny hladiny glutamátu u třech skupin pacientů – 
kontrolní, s mírným kognitivním deficitem a s diagnostikovanou AD. Výsledky 
naznačovaly zvýšenou hladinu glutamátu u pacientů s mírným kognitivním deficitem 
oproti těm s AD a naopak signifikantně snížené hladiny u pacientů s AD (Fayed et al., 
2011). 
Reaktivní kyslíkové radikály (ROS) jsou během fyziologických podmínek 
udržovány v nízkých koncentracích díky antioxidačnímu obrannému mechanismu 
(Massaad, 2011). V důsledku změn, mezi které patří například senilní plaky, 
neurofibrilární klubka, dysfunkce mitochondrií nebo zánět, dochází ke změnám citlivosti 
NMDA receptoru. Tyto změny pak mohou mít za následek vznik excitotoxicity (Danysz 
and Parsons, 2012). Studie potvrdily, že β-amyloidní oligomery aktivují NMDA a AMPA 
receptory lokalizované na neuronech, což vede k masivnímu vstupu Ca
2+
 do cytosolu 





reagují zvýšenou produkcí ROS. V membráně mitochondrií tento proces dále pokračuje 
otevřením mitochondriálního póru přechodné permeability, kterým se uvolňuje 
cytochrom c indukující programovanou buněčnou smrt – apoptózu (Sanz-Blasco et al., 
2008; Alberdi et al., 2010; Du and Yan, 2010). Zvýšené množství β-amyloidu (a to 
především β-amyloid42) v synapsi má dále negativní vliv na množství NMDA receptoru a 
to především inhibicí LTP. Celý mechanismus, jehož výsledkem je endocytóza NMDA 
receptoru v klatrinem obalených váčcích je znázorněn na Obrázku 5 (Tanzi, 2005; 
Ferreira and Klein,    2011; Crimins et al., 2013). 
 
                                
Obrázek 5: Vliv β-amyloidu42 na internalizaci NMDA receptoru v synapsi  
Vazba β-amyloidu42 na acetylcholinový nikotinový receptor (α7-nicotine receptor) a 
aktivace kalcineurinu (PP2B) vede k defosforylaci a aktivaci tyrozinfosfatázy (STEP46), 
která defosforyluje NR2B podjednotku NMDA receptoru, čímž dochází k indukci 






K poškození neuronů v průběhu AD přispívá také změna exprese podjednotek 
NMDA receptoru. Heterotetramerní NMDA receptor je nejčastěji tvořen kombinací NR1 
a NR2A-B podjednotek a proto jsou také jejich změny v expresi nejčastěji měřeny. 
V mozcích pacientů s AD byla nalezena snížená hladina proteinů pro NR1 a NR2B 
podjednotku v hipokampu a dále pro NR2A a NR2B podjednotku v entorhinálním 
kortexu (Sze et al., 2001). Tomu odpovídá i exprese mRNA pro NR1 a NR2B 
podjednotku, která v průběhu rozvoje AD klesá. V případě hladin mRNA pro NR2A 
podjednotku nebyly nalezeny žádné změny s rozvíjející se AD (Mishizen-Eberz et al., 
2004). 
 
1.3 Syntázy oxidu dusnatého 
Mezi tři hlavní typy syntáz oxidu dusnatého patří nNOS, eNOS a iNOS a jejich 
funkcí je tvorba oxidu dusnatého (NO). Syntéza NO je znázorněna na Obrázku 6. 
Jednotlivé syntázy oxidu dusnatého se od sebe vzájemně odlišují svou lokalizací a 
způsobem aktivace (Wendehenne et al., 2001). Patří do skupiny proteinů, které mají 
reduktázovou doménu s navázanými prostetickými skupinami flavinadeninnukleotid 
(FAD) a flavinmononukleotid (FMN) a oxygenázovou doménu s vazebným místem pro 
arginin, tetrahydrobiopterin (BH4) a hem (Fischmann et al., 1999). Podle způsobu 
aktivace jsou rozdělovány na konstitutivní a indukovatelnou skupinu. Konstitutivní nNOS 
a eNOS jsou závislé na zvýšení hladiny Ca
2+ 
a jeho následné vazbě na kalmodulin (Asano 
et al., 1994; Michel and Feron, 1997; Weaver et al., 2002). Tyto syntázy katalyzují 
syntézu NO v krátkých intervalech a nízkých koncentracích (Albrecht et al., 2003). Na 
Ca
2+
 nezávislá iNOS váže kalmodulin s vysokou afinitou a to i za nízkých koncentrací 
Ca
2+
 a její aktivita je závislá např. na hladině cytokinů (Asano et al., 1994; Michel and 







Obrázek 6: Schéma syntézy NO katalyzované syntézami oxidu dusnatého  
Elektron pocházející z NADPH je převeden z reduktázové domény přes FAD a FMN na 
oxygenázovou doménu, kde interaguje s BH4 a hemem. Výsledkem je urychlení reakce, při 
které dochází k oxidaci L-argininu za vzniku citrulinu a NO. Pro tento proces je nezbytná 
vazba Ca
2+ 
na kalmodulin (Převzato z Alderton et al., 2001). 
 
 
Konstitutivní nNOS je exprimována v neuronální tkáni ve zralých i nezralých 
neuronech. Pro funkčnost nNOS je nezbytná dimerizace nejčastěji mezi oxygenázovými 
doménami a vazba Ca
2+
 na kalmodulin. Aktivita může být ovlivněna také fosforylací, 
inhibitory, vazbou proteinů na PDZ doménu nNOS nebo alosterickými aktivátory (Zhou 
and Zhu, 2009). Aktivace tvorbou dimeru se vyznačuje také eNOS. K její expresi dochází 
v endoteliálních buňkách, buňkách hladkého svalstva, srdečních myocytech, krevních 
destičkách nebo také v neuronech. NO vznikající prostřednictvím eNOS je důležitý pro 
regulaci krevního tlaku (Albrecht et al., 2003; Tuteja et al., 2004). Od předchozích dvou 
se zcela odlišuje iNOS, která je aktivována při zánětu a vyskytuje se proto hlavně 







1.3.1 Oxid dusnatý  
NO má v těle mnoho funkcí a účastní se fyziologických a patofyziologických 
procesů. V periferní nervové tkáni funguje jako neuromodulátor, který reguluje 
gastrointestinální motilitu, krevní tlak, neuroendokrinní funkce nebo vazodilataci. 
V mozku hraje důležitou roli v procesu tvorby paměti a regulace odpovědi na bolestivý 
stimul. Účastní se také v procesu imunitní odpovědi a kontraktility a metabolismu 
kosterního svalstva (Christopherson and Bredt, 1997; Omer et al., 2012). V průběhu AD 
dochází k tvorbě ROS, jedním z nich je také peroxynitrit, který vzniká reakcí NO se 
superoxidem (Guix et al., 2005; Calabrese et al., 2007). Peroxynitrit je velmi silným 
radikálem, který způsobuje nevratnou inhibici dýchacího řetězce a oxidaci jednotlivých 
komponentů mitochondrií, čímž dochází k jejich poškození (Togo et al., 2004). To jsou 
procesy, které přispívají ke smrti neuronů v průběhu AD. 
 
1.3.2 Změny syntáz oxidu dusnatého v průběhu Alzheimerovy demence  
V průběhu AD dochází ke změnám hladin mRNA, exprese i aktivity všech tří typů 
syntáz oxidu dusnatého. Hladiny mRNA pro nNOS mají tendenci se snižovat u pacientů 
s AD (Norris et al., 1996). Naopak při studiu hladin mRNA u iNOS bylo nalezeno 
zvýšení, což by mohl být zdroj vyšší produkce NO během AD (Haas et al., 2002). Na 
základě studie provedené na animálním modelu myši se zrychleným stárnutí (SAMP8 – 
senescence accelerated mouse prone 8) byly nalezeny nezměněné hladiny mRNA pro 
eNOS (Ali et al., 2009). Studie popisující změny v expresi nNOS u lidí s AD signalizují 
její zvýšenou expresi v neuronech obsahujících neurofibrilární klubka a v hipokampu 
(Guix et al., 2005). V případě eNOS a iNOS byla nalezena zvýšená exprese v astrocytech 
v blízkosti senilních plaků u pacientů s AD a u transgenních myší (Heneka et al., 2001; 
Lüth et al., 2001). U nNOS a eNOS dochází ke zvýšení jejich aktivity v hipokampu u 
pacientů s AD a to zejména v levé hemisféře (Krištofíková et al., 2008). Akutní aplikace 





1.4 Mediátorový systém NMDA receptoru a oxidu dusnatého a 
jeho změny u Alzheimerovy demence 
 
Součástí změn, ke kterým dochází v průběhu AD, je i mediátorový systém NMDA 
receptoru a oxidu dusnatého. Jeho součástí je NMDA receptor propojený se syntázami 
oxidu dusnatého přes protein postsynaptické denzity 95 (PSD-95). PSD-95 reguluje 
expresi glutamátových receptorů na povrchu a hraje zásadní roli v procesu synaptické 
plasticity (Almeida et al., 2005). Interakce mezi NMDA receptorem a PSD-95 je 
umožněna přes propojení C-terminální domény na NR2 podjednotce receptoru a PDZ 
domény proteinu (Christopherson et al., 1999). Takto PSD-95 zvyšuje dobu otevření 
NMDA receptoru (Lin et al., 2004), ovlivňuje jeho posttranslační modifikace a stabilizuje 
ho na synapsi (Roselli et al., 2005). Z druhé strany je PSD-95 připojen k nNOS přes 
silnou interakci mezi PDZ doménami, což umožňuje efektivní aktivaci syntázy přes Ca
2+
 
procházejícím NMDA receptorem (Florio et al., 2009).  
Je známo, že v průběhu AD dochází k narušení LTP a ztrátě neuronů. Vazbou β-
amyloidu na NMDA receptor dochází k jeho endocytóze a PSD-95 tomuto procesu 
zabraňuje. Zvyšující se množství β-amyloidu vede ovšem k redukci PSD-95, což vede 
ke snižování množství NMDA receptoru na membráně a následnému kognitivnímu 
zhoršení v počátečních fázích AD (Roselli et al., 2005). To také potvrzuje experiment 
provedený na PSD-95 knock out myších, který potvrzuje, že tyto myši vykazují zhoršenou 







Obrázek 7: Schéma mediátorového systému NMDA receptoru a oxidu dusnatého 





, které spouští tvorbu ROS. Díky propojení mezi NMDA receptorem a 
syntázami oxidu dusnatého se za patologických podmínek zvyšuje tvorba NO, který 
přispívá ke smrti neuronů. Reakcí NO s ROS vzniká silný radikál, jakým je například 
peroxynitrit (ONOO
-
). Peroxynitrit vede k peroxidaci lipidů, čímž poškozuje buněčnou 
membránu. Dále dochází k narušení funkce mitochondrií, které vede k uvolnění 
cytochromu c a buněčné smrti. Vysoká koncentrace ROS a dusíkatých radikálů může vést 











1.5 Lateralita mozku a její změny během normálního stárnutí a 
Alzheimerovy demence  
 
Lateralizace hemisfér je vlastností mozku, jejíž podstatou je zpracování 
kognitivních a behaviorálních funkcí přednostně v pravé nebo levé hemisféře (Toga and 
Thompson, 2003; Hugdahl, 2010). Lateralitu mozku můžeme pozorovat na různých 
úrovních, a to zejména morfologické (anatomické, volumetrické), funkční a 
neurochemické (molekulární). S jistou asymetrií hemisfér nebo některých oblastí mozku 
se můžeme setkat i u některých živočichů (Duboc et al, 2015). Fyziologická asymetrie 
souvisí s evolucí, dědičností a s ontogenetickým vývojem, může být však ovlivněna i 
patologickými faktory. Vztahy mezi morfologickou, funkční a neurochemickou 
lateralitou nejsou ještě zcela objasněny. Zdá se, že biochemická lateralita je bází funkční 
nebo morfologické laterality (Krištofíková et al., 2010). U lidí je pravé hemisféře obecně 
přisuzována schopnost rozeznání tvarů, prostorové orientace či zpracování emočních 
prožitků, zatímco levá hemisféra je dominantní při matematickém a logickém uvažování. 
Nejčastěji jsou v literatuře v souvislosti s lateralitou zmiňovány jazyková schopnost a 
přirozená preference levé respektive pravé ruky (Sun and Walsh, 2006). 
Morfologické změny jsou studovány pomocí magnetické rezonance. V průběhu 
rozvoje AD byl zjištěn úbytek neuronů primárně v oblasti temporálního a limbického 
kortexu, který poté postupuje směrem k frontálním a okcipitálním oblastem. K 
přednostnímu a tedy i vážnějšímu poškození dochází v levé hemisféře (Thompson et al., 
2003). Stejně tak byly pozorovány změny ve velikosti laterálních komor u pacientů s AD 
přednostně v levé hemisféře (Toga and Thompson, 2003). Naopak na základě analýzy 
změn ve velikosti hipokampu u pacientů s AD bylo zjištěno, že je tendence k většímu 
úbytku v pravém hipokampu (Barnes et al., 2005; Shi et al., 2009). Výraznější 
zranitelnost levé hemisféry byla pozorována i na biochemické úrovni u aktivit 
nNOS/eNOS a exprese iNOS, která se týkala především zvýšení jejich aktivity 
(Krištofíková et al., 2008). Také experimenty testující lateralitu mozku potkana pomocí 
aktivity hipokampálního vysokoafinitního transportu cholinu (HACU) vedly k závěru, že 
k dřívějšímu a vážnějšímu poškození dochází během normálního stárnutí v levé hemisféře 
(Krištofíková et al., 2010).  
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Při výběru animálních modelů AD je proto potřeba brát ohled na možnou 
přirozenou lateralitu mozku zvířete, která může být za patologických podmínek změněna. 
 
1.6 Animální model sporadické formy Alzheimerovy demence 
(model Samaritán)  
 
Animální model Samaritán (název patentovaný firmou Taconic Pharmaceuticals, 
USA) modeluje některé znaky sporadické formy AD. Pro tento model byl použit kmen 
potkanů Long Evans, protože jsou citliví pro rozvoj neurodegenerativních onemocnění, 
nesou mutaci v cblb genu a nedochází u nich ke zhoršení zraku jako je tomu u 
albinotických potkaních kmenů. Potkanům Samaritán byl aplikován FAB roztok (ferrous 
sulfate, β-amyloid, buthionine sulfoximine) složený ze síranu železnatého, β-amyloidu42 a 
buthionin-sulfoximinu. Síran železnatý indukuje tvorbu oxidativního stresu a oxidaci 
buněčné membrány a dalších kompartmentů v buňce (Lecanu and Papadopoulos, 2013). 
Delší forma β-amyloidu tvoří téměř okamžitě oligomer, což bylo prokázáno v in vitro 
pokusech (El-Agnaf et al., 2000). Buthionin-sulfoximin inhibuje syntézu glutationu, který 
patří mezi peptidy s funkcí detoxifikace a obrany proti působení ROS na buňku (Lu, 
2009). Aplikace FAB roztoku probíhala přes Alzet® osmotickou pumpu typu 2ML4 
s objemem 2ml po dobu 4 týdnů. Roztok byl dávkován v množství 2,5µl/hodinu. Schéma 
osmotické pumpy je na Obrázku 8. 






            
 Obrázek 8: Schéma osmotické pumpy typu Alzet®  
Povrch osmotické pumpy je tvořen semipermeabilní membránou, pod kterou se nachází 
osmotická vrstva. Uvnitř pumpy je zásobník s aplikovaným roztokem a oddíl pro 
uvolňování roztoku (převzato z http://www.alzet.com/). 
  
Osmotická pumpa byla zavedena intracerebroventrikulárně do levé komory (Lecanu et 
al., 2006). Unilaterální aplikace byla zvolena na základě literatury, kde je prokázáno 
dřívější a tedy i horší poškození levé hemisféry u pacientů s AD (Mesulam, 2003; 
Thompson et al., 2003). Po aplikaci byly pozorovány v mozku potkanů histopatologické 
změny v podobě senilních plaků tvořených β-amyloidem (v kortexu a hipokampu) a 
neurofibrilárních klubek. Dále byla pozorována astroglióza a mikroglióza. Tyto změny se 
projevily v behaviorálních testech kognitivním zhoršením (Herrlich et al., 2012; Petrásek 









2. Cíle práce 
Cílem diplomové práce bylo otestovat netransgenní animální model sporadické formy AD 
(Samaritán) pomocí změn v mediátorovém systému NMDA receptor - NO a srovnat tyto 
změny se změnami v hipokampálním cholinergním systému a v kognitivních testech. 
Pomocí biochemických metod jsme testovali: 
 Změny v expresi podjednotek NR1/NR2A/NR2B NMDA receptoru 
















3. Metody a materiál 
3.1 Pufry a roztoky 
3.1.1 Imunobloting (Exprese podjednotek NR1/NR2A/NR2B) 
Homogenizační pufr 
sacharóza 320 mM 
Tris 10 mM 
kyselina ethylendiamintetraoctová (EDTA)  
0,2 mM 
fenylmethylsulfonyl-fluorid (PMSF) 2 mM  
2-mercaptoethanol (MERCK) 1mM 
50 µl inhibitor proteáz 
pH = 7,4 
 
Pufr pro ředění vzorků 
10% glycerol  
2% sodium dodecyl sulfát (SDS), (Sigma)  
5% 2-merkaptoetanol (MERCK)  
63 mM Tris-HCl (pH 6,8) 







3.1.2 Stanovení aktivity nNOS/eNOS/iNOS 
Úprava kyselého ionexu 
200 ml  Dowex 50WX8 – 200 (Sigma – Aldrich) 
200 ml  redestilovaná voda 
pecičky NaOH (Merck) 
 
Homogenizační pufr  
15,2 mg 1 mM EGTA 1 mM 
6,2 mg  dithiothreitol (Sigma) 1 mM 
0,19 g  20 mM HEPES 
4,38 g  0,32 M sacharóza  
200 µl  14,6 µM pepstatin (Sigma) 
200 µl  21 µM leupeptid (Sigma) 
Redestilovaná voda (do 40 ml) 
1M NaOH, pH = 7,4  
 
Stanovení koncentrace proteinů metodou Bradfordové (Bradford 1976)  
Zkumavky B S1 – S2 Vzorky (Duplikáty) 
BSA (100 µg/ml) 0 200 µl 10 µl 
0,1 M NaOH 1000 µl 800 µl 990 µl 
+ 3 ml Bradfordova činidla (BioRad) 
BSA (bovinní sérový albumin; ε = 0.677 ml mg-1 cm -1, MW = 66430; přibližná 







7 850 µl  homogenizační pufr 
40 µl   143 µM NADPH (Sigma) 
40 µl   36 µM TBH4 (Sigma) 
70 µl  2,3 μM [14C] arginine - specifická aktivita 274 mCi/mmol) (ARC-
American Radiolabeled Chemicals) 
 
Ledový stop pufr 
0,57 g  30 mM HEPES 
85,96 mg 3 mM EDTA (Sigma)  
Redestilovaná voda (do 80 ml) 




5 µl  0,95 mM spermidin (Sigma) – nNOS 
5 µl   0,190 mM L-NAME (Sigma) – eNOS 




Experiment byl proveden na animálním modelu sporadické formy AD (model 
Samaritán) a odpovídajících kontrolách Long Evans (z firmy Taconic Pharmaceuticals, 
USA). Ve věku 8 týdnů byla zvířata transportována do Fyziologického ústavu Akademie 
věd, ČR. Potkani byli ustájeni v plastových akváriích v akreditovaném zvěřinci 
s konstantní vlhkostí (50%), teplotou (22±1°C) a s pravidelným 12 hodinovým cyklem 
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světlo/tma (rozsvítí se v 6:00). Po převozu jim byla ponechána doba na aklimatizaci 
v délce 2 týdnů. Ve Fyziologickém ústavu probíhalo behaviorální testování (Morrisovo 
vodní bludiště, aktivní alotetické vyhýbání se místu (AAPA)). Poté byli převezeni do 
Psychiatrického centra v Praze, kde byli ve věku 22 týdnů usmrceni stržením vazu a 
následnou dekapitací a získaná mozková tkáň byla použita na neurochemickou analýzu. 
Experimenty byly schváleny odbornou komisí pro práci s laboratorními zvířaty při 3. LF 
UK a byly provedeny v souladu se zákonem na ochranu zvířat proti týrání. 
 
 
3.3 Exprese NR1/NR2A/NR2B podjednotek NMDA receptoru – 
imunobloting 
Frontální kortexy odebrané z potkana byly homogenizovány v 1 ml ledového 
roztoku homogenizačního pufru. Výsledný homogenát byl stočen na 1200 otáček po dobu 
20 min ve vychlazené centrifuze na 4° a za stejných podmínek byl supernatant následně 
stočen na 12000 otáček. Vzniklý pelet byl resuspendován ve 300 µl redestilované vody. 
Koncentrace proteinu byla stanovena ve vzorku pomocí Bradfordova činidla (Sigma-
Aldrich, ČR); (Bradford 1976). Na základě výsledků naměřených na spektrometru 
(SHIMADZU) při 595nm byly vzorky naředěny na stejnou koncentraci (1mg/ml) se 
vzorkovým pufrem a denaturovány (BIOTECH, ČR) po dobu 5 minut při teplotě 95°C. 
Rozdělení proteinů bylo provedeno na 7,5 % polyakrylamidovém gelu (Criterion Cell, 
Bio-Rad, USA) při 45mA. Následně byly proteiny přeneseny na nitrocelulózovou 
membránu pomocí Criterion Blotter (Bio-Rad, USA) a blotovány po dobu 80 min při 100 
V. Nespecifické vazby byly blokovány pomocí 3% BSA. Po 5 minutovém promývání v 
redestilované vodě byly membrány rozříznuty na tři části, které obsahovaly proteiny 
našeho zájmu (130kDa pro NR1, 180kDa pro NR2A a 180kDa pro NR2B a kontrolní 
protein 50 kDa α-tubulin). Membrány byly inkubovány ve fosfátovém pufru společně s 
0,1 % Tween (Sigma) a 3% odtučněným mlékem po dobu 30 minut. Následně byly 
membrány inkubovány s primárními a sekundárními protilátkami viz Tabulka 1. Detekce 
byla provedena pomocí chemiluminiscentního substrátu (Pierce, USA) a vyhodnocována 
v programu Gel Doc Analysis Systém (Bio-Rad, USA). 
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Tabulka 1: Inkubace s primárními a sekundárními protilátkami 
PRIMÁRNÍ 
PROTILÁTKA 
    
Proteiny 
našeho zájmu 
























Inkubace a ředění Přes noc v 
lednici, 1:100 
2h při pokojové 
teplotě, 1:500 
2h při pokojové 
teplotě, 1:500 
1h při pokojové 
teplotě, 1:1000 
     
SEKUNDÁRNÍ 
PROTILÁTKA 
    
Proteiny  
našeho zájmu 
















Výrobce Dako, Dánsko Dako, Dánsko  Dako, Dánsko Dako, Dánsko 




1h při pokojové 
teplotě, 1:3000 
1h při pokojové 
teplotě, 1:3000 









3.4 Stanovení aktivity syntáz oxidu dusnatého 
3.4.1 Úprava kyselého ionexu na mírně zásaditý 
Před začátkem samotných experimentů bylo potřeba upravit kyselý ionex Dowex 
50WX8-200 (s počátečním pH přibližně 3) na mírně zásaditý (tj. hodnota pH pod 8). Ke 
kyselému ionexu byla přidána redestilovaná voda v poměru 1:1 a po důkladném 
promíchání bylo změřeno počáteční pH. Poté byly do ionexu postupně přidávány pecičky 
NaOH, tak aby pH dosáhlo hodnot 13-14. Následovala inkubace po dobu 3 hod, během 
které byl roztok míchán. Po této době byl roztok nad ionexem odlit a byla přidána 
redestilovaná voda. Po 15 minutovém míchání byl roztok nad ionexem opět odlit a celý 
postup se opakoval do té doby než pH nad ionexem dosáhlo hodnot pod 8. Poté byl ionex 
uložen do lednice. 
 
3.4.2 Stanovení aktivity syntáz oxidu dusnatého 
Zamražené kortexy (bez frontální části) odebrány separátně z pravé a levé 
hemisféry byly homogenizovány v 10 násobku homogenizačního pufru na 
homogenizátoru teflon/sklo Potter´s Brown (800 ot/min, 10 zdvihů). Homogenát (2 ml) 
byl odebrán do silnostěnných zkumavek a stočen při 1200 g (2800 ot/min), 10 min, 4°C 
(centrifuga Universal 32R). Poté byl odebrán 1 ml supernatantu do nových silnostěnných 
zkumavek, který byl zvortexován. Následovalo stanovení koncentrace proteinů metodou 
Bradfordové (Bradford, 1976). Všechny vzorky byly naředěny homogenizačním pufrem 
tak, aby obsahovaly 2 mg proteinu/ml (inkubační směs obsahovala 0,5 mg/ml celkového 
proteinu). Vzorky v homogenizačním pufru byly inkubovány 30 min při 37ºC s reakčním 
pufrem. Do vzorků, ve kterých byla testována aktivita nNOS a eNOS, byl přidán 42 mM 
CaCl2. Aktivity jednotlivých NOS byly odlišeny pomocí 3 inhibitorů. Aktivita nNOS byla 
stanovena přidáním specifického inhibitoru spermidinu. Aktivita eNOS byla změřena 
pomocí L-NAME po odečtení aktivity nNOS. Vzorky bez přidaného CaCl2, ve kterých 
byla testována aktivita iNOS, byly inkubovány s aminoguanidinem. Přidáním ledového 
stop pufru byly reakce ukončeny.  
Vzorky byly nality do předem připravených Pasteurových pipet umístěných ve 
zkumavkách a naplněných vatou s navrstveným Dowexem. Po protečení roztoku byly 
Pasteurovy pipety přesunuty do nových zkumavek a promyty 2x 500 µl redestilované 
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vody. Roztok prošlý Dowexem byl zvortexován a 250 µl z každé zkumavky bylo 
napipetováno do scintilačních nádobek. Dále bylo do scintilačních nádobek přidáno 5 ml 
scintilačního koktejlu Gold Star (Multi-purpose liquid scintillation coctail Meridian) 
Aktivita záření byla změřena na β-counteru LS 6500 (Beckman Coulter). Celé měření 
bylo prováděno v duplikátech.  
 
 
3.5 Analýza dat 
Získaná data byla vyhodnocována ve statistickém programu BMDP. Ke globální 
analýze jsme použili analýzu rozptylu (Anova) s opakovanými měřeními, k post-hoc 
analýze párový t-test (pooled variance). Všechna data jsou prezentována jako aritmetický 












4.1 Změny v expresi podjednotek NR1/NR2A/NR2B NMDA 
receptoru 
 
Obrázek 9 znázorňuje výsledky experimentů testující expresi NR1 podjednotky 
NMDA receptoru ve frontálním kortexu potkanů. Z výsledků Anovy s opakovanými 
měřeními vyplývá, že došlo ke statisticky významnému zvýšení exprese NR1 
podjednotky v levé hemisféře u obou skupin zvířat. 
 
 
Obrázek 9: Exprese podjednotky NR1 NMDA receptoru ve frontálním kortexu 
potkana 
Výsledky jsou prezentovány jako aritmetický průměr ± SEM. 
Výsledky Anovy s opakovanými měřeními: skupiny - F (1, 16) = 0, 93; p = 0, 3499; lateralita – F (1, 16) = 
5, 22;  
p = 0, 0363*; interakce – F (1, 16) = 1,45; p = 0, 2455 
















Obrázek 10 znázorňuje výsledky experimentů testující expresi NR2A podjednotky 
NMDA receptoru ve frontálním kortexu potkanů. Z výsledků Anovy s opakovanými 
měřeními a t-testů vyplývá, že u potkanů Samaritán došlo ke statisticky významnému 
zvýšení exprese NR2A podjednotky v levé hemisféře. 
 
 
Obrázek 10: Exprese podjednotky NR2A NMDA receptoru ve frontálním kortexu 
potkana 
Výsledky jsou prezentovány jako aritmetický průměr ± SEM. 
Výsledky Anovy s opakovanými měřeními: skupiny - F (1, 16) = 6, 43, p = 0, 0220*, lateralita – F (1, 16) = 
7, 89, p = 0, 0126*, interakce – F (1, 16) = 0, 96, p = 0, 3421 













Pravá hemisféra Levá hemisféra






Výsledky experimentu stanovujících expresi podjednotky NR2B NMDA receptoru 
ve frontálním kortexu potkana jsou znázorněny na Obrázku 11. Anova s opakovanými 
měřeními potvrdila významnou dominanci v expresi v NR2B v levém frontálním kortexu 




Obrázek 11: Exprese podjednotky NR2B NMDA receptoru ve frontálním kortexu 
potkana 
Výsledky jsou prezentovány jako aritmetický průměr +- SEM. 
Výsledky Anovy s opakovanými měřeními: skupiny - F (1, 16) = 2, 85, p = 0, 1107, lateralita – F (1, 16) = 
28, 47,  
p = 0, 0001***, interakce – F (1, 16) = 1, 04, p = 0, 3220 
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4.2 Změna aktivit enzymů syntáz oxidu dusnatého 
 
Z obrázku 13 je patrné, že aktivita nNOS v kortexu potkana Long Evans není 
významně lateralizována. Výsledky Anovy s opakovanými měřeními naznačily statisticky 
významnou interakci mezi skupinami a lateralitou, což lze interpretovat mírným 




Obrázek 13: Aktivita nNOS v kortexu potkana 
Aktivita nNOS je vyjádřená nmol/30min/mg proteinu. Výsledky jsou prezentovány jako aritmetický průměr 
+- SEM. 
Výsledky Anovy s opakovanými měřeními: skupiny F (1, 17) = 0, 45, p = 0, 5103, lateralita – F (1, 17) = 0, 
53, p = 0, 4747, interakce F (1, 17) = 5, 67, p = 0, 0292* 




















Z obrázku 14, který znázorňuje výsledky měření aktivity eNOS, není patrná 
lateralita u kontrolních zvířat Long Evans. Ačkoliv byl u potkanů Samaritán pozorován 




Obrázek 14: Aktivita eNOS v kortexu potkana 
Aktivita eNOS je vyjádřená nmol/30min/mg proteinu. Výsledky jsou prezentovány jako aritmetický průměr 
± SEM. 
Výsledky Anovy s opakovanými měřeními: skupiny F (1, 17) = 2, 81, p = 0, 1121, lateralita – F (1, 17) = 1, 
03, p = 0, 3244, interakce F (1, 17) = 0, 03, p = 0, 8606 

















U kontrolních potkanů Long Evans byly hladiny iNOS velmi nízké, v řadě případů 
se jejich hodnoty blížily nule a měření bylo tedy zatíženo velkou chybou. Z tohoto 
důvody nejsou výsledky prezentovány v grafické formě, ale pouze následujícími 
výsledky: kontroly pravá hemisféra 27,9 ± 18,0, kontroly levá hemisféra 4,9 ± 2,0; 
potkani Samaritán pravá hemisféra: 17,8 ±7,5, potkani Samaritán levá hemisféra: 22,7 ± 
4,9 (tyto výsledky jsou uváděny v hodnotách nmoly/30 min/mg proteinu). Při srovnání 
levé a pravé hemisféry hodnoty měření naznačovaly možnou pravo-levou asymetrii v 
aktivitě iNOS u kontrolních potkanů Long Evans. Ačkoliv výsledky Anovy s 
opakovanými měřeními (skupiny F (1, 17) = 0, 15, p = 0, 7046; lateralita – F (1, 17) = 0, 
69, p = 0, 4165; interakce F (1, 17) = 1, 66, p = 0, 2148) nesignalizovaly žádné statisticky 
významné změny, výsledky t-testů (pravá hemisféra: p = 0, 6258, levá hemisféra: p = 0, 
0025**) nevyloučily možný nárůst aktivity iNOS v levé hemisféře u potkanů Samaritán 




















4.3 Výsledky korelační analýzy 
 
Tabulka 2: Korelace mezi jednotlivými komponentami mediátorového systému 
NMDA receptoru a oxidu dusnatého v kortexu potkana 
Komponenty kontroly 
   KK            p 
Samaritáni 




      NR1 P x lateralita NR1 
NR2A P x lateralita NR2A 
NR2A L x lateralita NR2B 
NR2B P x lateralita NR2B 
      NR2B L x lateralita NR2B 
 
-0,789      0,007** 
-0,719      0,019* 
-0,637      0,048* 
-0,979   < 0,001*** 
+0,665      0,036* 
 
- 0,976     0,001*** 
-0,702      0,052 
-0,860      0,006** 
-0,979   < 0,001*** 







2) Podjednotky a syntázy 
NR2A P x eNOS L  
 
+0,620      0,056 
 




nNOS P x nNOS L 
nNOS P x eNOS P 
nNOS P x iNOS P 
nNOS L x eNOS P 
nNOS L x iNOS P 
eNOS P x eNOS L 
eNOS P x lateralita eNOS 
      eNOS L x lateralita eNOS 
iNOS P x lateralita iNOS 
iNOS L x lateralita iNOS 
 
+0,965   < 0,001*** 
+0,664      0,036* 
+0,750      0,012* 
+0,790      0,007** 
+0,703      0,023* 
+0,799      0,006** 
 -0,691      0,027* 
 -0,140      0,700 
 -0,665      0,036* 
 -0,130      0,719 
 
+0,886   < 
0,001*** 
+0,649      0,058 
+0,270      0,482 
+0,556      0,120 
+0,423      0,257 
+0,360      0,342 
- 0,400       0,287 
+0,690      0,040* 
- 0,858      0,003** 












KK – korelační koeficienty 
 
U kontrolních zvířat data naznačila úzký vztah mezi expresí NR2A podjednotky v 
pravé a levé hemisféře (negativní korelace mezi expresí NR2A podjednotky vpravo a její 
asymetrií), mezi expresí NR2B podjednotky v pravé a levé hemisféře (negativní korelace 
mezi expresí NR2B podjednotky vpravo a její asymetrií, pozitivní korelace mezi expresí 
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NR2B podjednotky vlevo a její asymetrií) a mezi expresí NR2A a NR2B podjednotek 
(negativní korelace mezi expresí NR2A podjednotky vlevo a asymetrií NR2B 
podjednotky). Mezi expresemi podjednotek NMDA receptoru a aktivitou NOS nebyla 
nalezena žádná statisticky významná korelace u kontrolních potkanů. Výsledky aktivit 
syntáz naznačily vztah mezi aktivitou nNOS v pravé a levé hemisféře (pozitivní korelace 
mezi aktivitou nNOS vpravo a vlevo), mezi aktivitou eNOS v pravé a levé hemisféře 
(pozitivní korelace mezi aktivitou eNOS v pravo a vlevo), mezi aktivitou nNOS, eNOS, 
iNOS v pravé hemisféře (pozitivní korelace mezi aktivitou nNOS a eNOS, nNOS a iNOS 
vpravo) a vliv aktivity nNOS v levé hemisféře na aktivitu eNOS a iNOS v pravé 
hemisféře (pozitivní korelace mezi aktivitou nNOS vlevo a eNOS, iNOS vpravo). Dále 
data vykazují statisticky významný vztah mezi NOS v pravé hemisféře a jejich asymetrií 
(negativní korelace mezi aktivitou eNOS vpravo a její lateralitou, negativní korelace mezi 
iNOS vpravo a její lateralitou). 
Výsledky Z-testů, které mezi sebou porovnávaly kontrolní potkany Long Evans a 
potkany Samaritán, prokázaly signifikantní rozdíly mezi expresí NR2A podjednotky v 




Tabulka 3: Korelace mezi charakteristikami CHT1 v hipokampu u kontrolních 
zvířat Long Evans a potkanů Samaritán 
Charakteristiky Kontroly 
  KK              p 
Samaritáni 
  KK              p 
Z-test 
p 
HACU P x HACU L +0,686       0,041* +0,105     0,805 0,225 
HC-3 P x HC-3 L +0,903    < 0,001*** +0,676     0,065 0,271 
KK – korelační koeficienty 
 
 U kontrolních zvířat data naznačují vztah mezi vysokoafinitním transportem 
cholinu (HACU) v pravém a v levém hipokampu (pozitivní korelace mezi aktivitou 
vpravo a vlevo), mezi specifickou vazbou hemicholinia-3 (HC-3) v pravém a v levém 
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hipokampu (pozitivní korelace mezi vazbou vpravo a vlevo). Z-testem však nebyly 




Tabulka 4: Korelace mezi jednotlivými komponentami mediátorového systému 




  KK              p 
Samaritáni 
  KK              p 
Z-test 
p 
1) NR1  
NR1 L x HACU L  
lateralita NR1 x lateralita HC-3 
 
-0,600      0,088 
+0,438     0,238 
 
+0,595   0,119 





      NR2A P x lateralita HACU 
      NR2A P x HC-3 L     
 
+0,711     0,032* 
 -0,584     0,099 
 
+0,159   0,707 





NR2B P x HACU P 
      NR2B L x HC-3 P 
       lateralita NR2B x HACU P      
 
 -0,740     0,023* 
 -0,705     0,034* 
+0,684     0,042* 
 
+0,131    0,757 
-0,473     0,236 





4) nNOS  
      nNOS L x HACU L 
nNOS L x HC-3 P 
lateralita nNOS x HACU P 
       
 
+0,058     0,882 
 -0,678     0,045* 
 -0,607     0,083 
 
+0,843    0,004** 
 -0,467    0,206  








      eNOS P x HACU P 
eNOS P x HC-3 P 
eNOS P x HC-3 L 
eNOS L x lateralita HACU 
eNOS L x lateralita HC-3 L 
lateralita eNOS x HACU L                            
 
 -0,679     0,044* 
 -0,675     0,046* 
 -0,714     0,031* 
+0,774     0,014* 
 -0,732     0,025* 
+0,755 0,019* 
 
+0,018    0,964 
 -0,131    0,737    
+0,067    0,863   
+0,197    0,612 
 -0,096    0,807 









iNOS L x lateralita HACU  
lateralita iNOS x lateralita HC-
3 
 
-0,682     0,043* 
-0,682     0,043* 
  
+0,199    0,608   






Data prokázala statisticky významný vztah mezi NR2A podjednotkou NMDA 
receptoru v pravém kortexu a lateralitou HACU (pozitivní korelace mezi expresí 
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podjednotky NR2A vpravo a asymetrií HACU), mezi NR2B podjednotkou v pravém 
kortexu a HACU v pravém hipokampu (negativní korelace mezi expresí NR2B 
podjednotky a aktivitou HACU), dále mezi NR2B v levém kortexu a HC-3 v pravém 
hipokampu (negativní korelace mezi expresí NR2B a aktivitou HC-3), mezi asymetrií 
NR2B podjednotky a HACU v pravém hipokampu (pozitivní korelace mezi asymetrií 
exprese NR2B a aktivity HACU v pravém hipokampu), mezi nNOS v levém kortexu a 
HC-3 v pravém hipokampu. Statisticky významný vztah mezi eNOS vpravo a HACU 
vpravo, HC-3 vpravo, HC-3 vlevo (negativní korelace mezi aktivitou eNOS a HACU, 
HC-3), mezi eNOS a lateralitou HACU, HC-3 (pozitivní korelace mezi aktivitou eNOS a 
lateralitou HACU, negativní korelace mezi aktivitou eNOS a lateralitou HC-3 v levé 
hemisféře), mezi lateralitou eNOS a HACU (pozitivní korelace mezi lateralitou eNOS a 
HACU v levém hipokampu), mezi iNOS v levém kortexu a lateralitou HACU (negativní 
korelace mezi aktivitou iNOS a lateralitou HACU), mezi lateralitou iNOS a lateralitou 
HC-3 (negativní korelace mezi asymetrií iNOS a HC-3).  
Z – test prokázal signifikantní rozdíly mezi podjednotkou NR1 a HACU v levém 
hipokampu, lateralitami NR1 podjednotky a HC-3, NR2A v pravé hemisféře a HC-3 
v levé hemisféře, mezi aktivitou nNOS a aktivitou HACU v levé hemisféře, lateralitou 
aktivity nNOS a HACU vpravo. 













5.1 Lateralita kontrolních zvířat Long Evans v mediátorovém 
systému NMDA receptoru a oxidu dusnatého  
 
U kontrolních zvířat Long Evans jsme pozorovali nevýznamnou lateralitu v expresi 
NR1, výraznější pravo-levou u NR2A (viz výrazný efekt laterality u Anovy 
s opakovanými měřeními) a signifikantní levo-pravou u NR2B podjednotky (viz výrazný 
efekt laterality u Anovy s opakovanými měřeními) NMDA receptoru (viz Obrázek 9 – 
11). V případě aktivit nNOS, eNOS a iNOS nebyla u kontrol pozorována žádná 
výraznější asymetrie (viz Obrázek 13 - 14 a Výsledky). Možná asymetrie v expresi NR2A 
a NR2B podjednotek lze podpořit i některými výsledky korelační analýzy kontrolních 
zvířat (viz signifikantní negativní korelace mezi NR2A podjednotky vpravo a lateralitou 
NR2A podjednotky nebo mezi NR2B podjednotkou vpravo a lateralitou NR2B 
podjednotky), tuto interpretaci však oslabuje výrazná negativní korelace mezi NR1 
podjednotkou vpravo a její lateralitou (viz Tabulka 2). Většinu významných pozitivních 
korelací mezi jednotlivými syntézami v obou hemisférách lze interpretovat kooperací 
pravé a levé strany (viz Tabulka 2). Nelze však opomenout, že u kontrolních potkanů byla 
provedena stejná operace jako u potkanů Samaritánů (pomocí osmotické pumpy Alzet® 
jim byl unilaterálně aplikován do levé hemisféry fyziologický roztok). Naše výsledky 
tedy mohou být touto unilaterální aplikací ovlivněné a nelze je proto považovat za důkaz 
možné fyziologické laterality v mediátorovém systému NMDA receptoru a oxidu 
dusnatého u potkana kmene Long Evans. Přesto lze konstatovat, že např. levo-pravá 
asymetrie v expresi synaptické NR2B podjednotky byla nalezena i v hipokampu myší 





5.2 Změny v mediátorovém systému NMDA receptoru a oxidu 
dusnatého u potkanů Samaritán  
 
Při srovnání s kontrolními potkany Long Evans jsme pozorovali u potkanů 
Samaritán mírný pokles na 98% u NR1 podjednotky v pravé hemisféře (viz signifikantní 
výsledek Anovy s opakovanými měřeními pro lateralitu navzdory nevýznamnému 
výsledku t-testu) a naopak mírný nárůst na 102% u NR2A podjednotky v levé hemisféře 
(viz signifikantní výsledky Anovy s opakovanými měřeními i párového t-testu). 
V případě NR2B podjednotky byl nalezen u potkanů Samaritán nesignifikantní nárůst na 
104% a signifikantní výsledky Anovy s opakovanými měřeními pro lateralitu lze 
interpretovat spíše bazální levo-pravou asymetrií potkanů Long Evans (viz část 5.1) než 
změnami v lateralitě vyvolané aplikací. Literární údaje týkající se změn v expresi NR1 
podjednotky během normálního stárnutí oznámily snížení (Eckles-Smith et al., 2000; 
Magnusson et al., 2002; Liu et al., 2008) nebo žádné změny (Sonntag et al., 2000). U lidí 
s AD bylo nalezeno v hipokampu významné snížení, pouze však v pozdějších stádiích 
onemocnění (Sze et al., 2001). Údaje týkající se NR2A podjednotky oznámily zvýšenou 
expresi během normálního stárnutí (Cui e al., 2013), žádné změny v časné fázi AD 
(Clayton et al., 2002; Mishizen-Eberz, 2004) a snížení v pokročilých fázích AD (Bi and 
Sze, 2002). Srovnání našich výsledků týkajících se exprese NR1 a NR2A podjednotek 
s údaji v literatuře tedy naznačuje, že změny u potkanů Samaritán korespondují spíše se 
změnami pozorovanými během normálního stárnutí a v raných stádiích onemocnění. Je 
známo, že NMDA receptory obsahující zvýšené množství NR2A podjednotky vykazují 
např. vyšší pravděpodobnost otevření kanálu při použití MK-801 antagonisty (Chen et al., 
1999), nižší aktivační energii potřebnou pro otevření kanálu (Erreger et al., 2005) a 
rychlejší schopnost deaktivace (Vicini et al., 1998). Lze tedy konstatovat, že zvýšená 
exprese NR2A podjednotky by mohla odpovídat počáteční hyperaktivitě glutamátergního 
systému (s ohledem na již zmíněný dvoufázový mechanizmus), ke které dochází 
v časných fázích AD.  
U potkanů Samaritán jsme nalezli také pokles na 67% v aktivitě nNOS v levé 
hemisféře (viz signifikantní výsledek Anovy s opakovanými měřeními pro interakci mezi 
skupinami a lateralitou, viz Obrázek 12). U aktivity eNOS byl pozorován bilaterální 
pokles (na 67% vpravo a na 72% vlevo), výsledky statistické analýzy však nepotvrdily 
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žádné významné rozdíly (viz Obrázek 13). Ačkoliv Anova s opakovanými měřeními 
nesignalizovala významné změny v aktivitě iNOS, výsledky párového t-testu nevyloučily 
možné zvýšení (na 463%) v levé hemisféře u potkanů Samaritán v porovnání 
s kontrolními potkany. Data v literatuře týkající se aktivity nNOS ukazují na její 
snižování na modelu myši urychleného stárnutí (SAMP8) v kortexu a mozkovém kmeni 
(Colas et al., 2006) a zvýšení v levém hipokampu u lidí v pokročilejších fázích AD 
(Krištofiková et al., 2008). In vitro aplikace β-amyloidu1-42 a β-amyloidu25-35 vedla 
k inhibici aktivity nNOS (Venturini et al., 2002). Studie týkající se aktivity iNOS 
oznámily zvýšení během normálního stárnutí v mozku potkanů Wistar (Siles et al., 2002) 
a Long Evans, kde byly navíc pozorovány výraznější změny v levé hemisféře 
(Krištofiková et al., 2010). U lidí s AD byla nalezena zvýšená aktivita iNOS v kapilárách 
izolovaných z mozkové tkáně (Dorheim et al., 1994), jiní pozorovali signifikantní zvýšení 
spíše v její expresi, a to zejména v levé hemisféře (Krištofiková et al., 2008). Studie 
dělaná na kultuře astrocytů získané z potkanů zjistila, že oligomery s nízkou molekulární 
hmotností stejně jako rozpustný β-amyloid indukují prozánětlivou odpověď mimo jiné 
také zvýšením iNOS aktivity (Austin and Combs, 2008). Předpokládá se, že zvýšení 
v aktivitě/expresi iNOS obecně signalizuje zánětlivé procesy (Krištofiková et al., 2008). 
Při srovnání námi pozorovaných změn v aktivitě nNOS/iNOS u potkanů Samaritán 
s údaji v literatuře lze tedy konstatovat, že model potkanů Samaritán koresponduje spíše s 
normálním stárnutím popř. s časnou fází AD, podobně jak bylo pozorováno u 
podjednotek NMDA receptoru.  
Výsledky korelačních analýz (viz Tabulka 2) potvrdily významné rozdíly mezi 
potkany Samaritán a kontrolními potkany Long Evans ve dvou případech. První 
signifikantní změna byla způsobena zvratem z výrazné pozitivní korelace (s hraniční 
signifikancí) mezi expresí NR2A vpravo a aktivitou eNOS vlevo u kontrol na 
nevýznamnou negativní korelaci u potkanů Samaritán. Výsledek lze obtížně interpretovat, 
pravděpodobně však odráží změněnou homeostázu mezi NR2A (viz také významné 
zvýšení NR2A vlevo) a eNOS následkem unilaterální aplikace u potkanů Samaritán. 
Navzdory tomu, že jsme u potkanů Samaritán přímo nenalezli významné změny v aktivitě 
eNOS, signifikantní výsledek korelační analýzy naznačuje, že i pozorované mírné 
poklesy eNOS mohou hrát určitou roli u potkanů Samaritán a jsou také v souladu 
s pozorovaným bilaterálním poklesem aktivity eNOS v mozku stárnoucího potkana Long 
Evans (Krištofiková et al., 2010). I tento výsledek potvrzuje, že potkani Samaritán jsou 
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modelem spíše raného stádia AD, protože u lidí v pozdějších stádiích onemocnění byl 
pozorován spíše nárůst aktivity eNOS, a to zejména vlevo (Krištofiková et al., 2008). 
Druhá signifikantní změna byla způsobena zvratem z mírné negativní korelace mezi 
aktivitou iNOS vlevo a její lateralitou u kontrol na výraznou pozitivní korelaci u potkanů 
Samaritán. Výsledek je v souladu s pozorovanými změnami iNOS vlevo (viz výsledky 





5.3 Srovnání změn mediátorového systému NMDA receptoru a 
oxidu dusnatého v kortexu se změnami cholinergního 
neurotransmiterového systému v hipokampu potkana 
Samaritán  
 
Postupné zhoršování paměti a kognitivních procesů v rozvoji AD je spojováno s 
postupnou ztrátou cholinergních neuronů v ncl. basalis Meynerti (Arendt et al., 1983). 
Změny v aktivitě hipokampálních nebo kortikálních presynaptických cholinergních 
nervových zakončení však nevylučují možný dvoufázový mechanizmus změn 
cholinergního neurotransmiterového systému, který byl pozorovaný u AD v případě 
systému glutamátergního (Olney et al. 1997). Aktivitu presynaptických cholinergních 
nervových zakončení lze měřit stanovením aktivity a počtu CHT1 transportérů, hrajících 
roli ve vysokoafinitním vychytávání cholinu (HACU). Transportéry CHT1 vychytávají 
cholin ze synaptické štěrbiny a transportují ho do presynaptické části neuronu, kde je 
využíván k syntéze neurotransmiteru acetylcholinu. Literární údaje naznačují, že v raných 
fázích AD jsou hladiny HACU (tj. aktivita CHT1) zvýšené v hipokampu nebo kortexu, 
pravděpodobně pomocí kompenzační reakce na poškození cholinergních neuronů v ncl. 
basalis Meynerti (Slotkin et al., 1990). V pozdějších stádiích onemocnění však aktivita 
CHT1 klesá (Sims et al., 1983). Podobný zvrat lze pozorovat i v případě počtu 
membránově vázaných CHT1 transportérů, stanovených vazbou specifického 
kompetitivního inhibitoru HACU hemicholinia-3 (HC-3). V raných fázích AD lze 
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pozorovat zvýšení specifické vazby (3H)HC-3, v pozdějších naopak pokles (Pascual et 
al., 1991). 
Naše předchozí experimenty testující změny v CHT1 v hipokampu potkana 
Samaritán při srovnání s potkany kontrolními (Petrásek et al., 2016) prokázaly 
následující: u kontrolních potkanů Long Evans byla naměřena mírná pravo-levá lateralita 
v hladinách HACU i ve vazbě (3H)HC-3, u kontrolních zvířat byla také nalezena výrazná 
pozitivní korelace u obou markerů mezi pravou a levou hemisférou (viz Tabulka 3), u 
potkanů Samaritán došlo k bilaterálnímu nárůstu hladin HACU (na 142% vpravo a 132% 
vlevo), u vazby (3H)HC-3 nebyly statisticky významné změny pozorovány, trendy ke 
zvýšení však byly podobné, výsledky korelační analýzy neprokázaly signifikantní rozdíly 
mezi potkany Samaritán a kontrolními potkany Long Evans, ačkoliv došlo k výraznému 
snížení korelací mezi oběma hemisférami (viz Tabulka 3). Tyto výsledky týkající se 
hipokampálního cholinergního neurotransmiterového systému naznačovaly, že potkani 
Samaritán jsou modelem AD spíše v raném stádiu onemocnění (Petrásek et al., 2016).    
Jedním z cílů této diplomové práce bylo porovnat změny v mediátorovém systému 
NMDA receptoru a oxidu dusnatého v kortexu a hipokampálních CHT1 pomocí korelační 
analýzy. Výsledky (viz Tabulka 4) lze sumarizovat následovně:   
1) U kontrolních potkanů Long Evans naše data naznačila možnou souvislost mezi 
CHT1 a expresí NR2A/NR2B (dvě signifikantní pozitivní a dvě negativní korelace) a 
mezi CHT1 a aktivitou nNOS/eNOS/iNOS (dvě signifikantní pozitivní a sedm 
negativních korelací). Vzhledem k unilaterální aplikaci fyziologického roztoku u 
kontrol nelze ani v tomto případě považovat potkany Long Evans za intaktní zvířata a 
data by tedy neměla být přeceňována. Přesto je potřeba zdůraznit zejména významné 
korelace v případě CHT1 a aktivity eNOS, podporující úzký vztah mezi eNOS a 
cholinergním systémem popsaný v literatuře (Kamimura et al., 2003).      
2) U potkanů Samaritán jsme pozorovali pět významných rozdílů v korelacích oproti 
kontrolním potkanům Long Evans. Pro všechny změny byl charakteristický nárůst 
pozitivních korelací mezi CHT1 a NR1/NR2A/nNOS, což lze interpretovat 
výraznějším poškozením levého kortexu i hipokampu u potkanů Samaritán. 




5.4 Srovnání změn v biochemii mozku se změnami v kognitivních 
testech u potkanů Samaritán    
 
Neurochemické analýze mozkové tkáně potkanů Samaritán a kontrolních potkanů 
Long Evans předcházelo jejich kognitivní testování (použito bylo Morrisovo vodní 
bludiště a AAPA).  
Morrisovo vodní bludiště testuje paměť a schopnost přesné navigace k určenému 
místu. Je využíváno k testování kognitivních poruch. Zhoršení paměti, které se v tomto 
testu projeví, je jedním z hlavních charakteristických znaků u různých animálních modelů 
AD a souvisí zejména s poškozením hipokampu (D´Hooge and DeDeyn, 2001; Sabbagh 
et al., 2013). AAPA hodnotí prostorovou orientaci a kognitivní koordinaci, která může 
být poškozena i u lidí s AD (Petrásek et al., 2016).  
U potkanů Samaritán a odpovídajících kontrol nejprve probíhalo testování pomocí 
Morrisova vodního bludiště se skrytým ostrůvkem. Výsledky globálního testu ANOVA 
potvrdily signifikantní zhoršení u potkanů Samaritán (delší cesta a doba potřebná k 
lokalizaci ostrůvku) v porovnání s kontrolními potkany Long Evans. Ve stejném testu s 
viditelným ostrůvkem však nebyly nalezeny signifikantní rozdíly. Výsledky z AAPA 
testování ve fázi akvizice ukázaly na signifikantní zhoršení u potkanů Samaritán 
v porovnání s kontrolními potkany. V habituační fázi nebyly potvrzeny žádné 
signifikantní změny, což nasvědčuje tomu, že u potkanů Samaritán nedošlo k poškození 
spontánní lokomoce.  
Tyto výsledky jsou v souladu s výsledky exprese NR1/NR2A/NR2B podjednotek 










Cílem této diplomové práce bylo otestovat netransgenní animální model sporadické 
formy AD (model Samaritán, Taconic Pharmaceuticals, USA) pomocí změn v 
mediátorovém systému NMDA receptoru a oxidu dusnatého v kortexu a porovnat tyto 
výsledky se změnami v hipokampálním cholinergním neurotransmiterovém systému a v 
kognitivních testech (Morrisovo vodní bludiště, AAPA).  
Ačkoliv jsme u kontrolních potkanů Long Evans pozorovali u některých složek 
mediátorového systému NMDA receptoru a oxidu dusnatého jejich možnou asymetrii, 
vzhledem k unilaterální aplikaci fyziologického roztoku do levé hemisféry nelze tyto 
výsledky považovat za důkaz fyziologické laterality systému. Nicméně lze konstatovat, že 
zejména v případě levo-pravé asymetrie NR2B podjednotky byly naše nálezy v souladu 
s údaji v literatuře.  
V kortexu potkanů Samaritán jsme pozorovali oproti kontrolním potkanům Long 
Evans změny v expresi NR1 podjednotky (pokles vpravo), v expresi NR2A podjednotky 
(zvýšení vlevo), v aktivitě nNOS (pokles vlevo) a v aktivitě iNOS (zvýšení vlevo). 
Výsledky korelační analýzy však naznačily, že i nesignifikantní bilaterální poklesy 
v aktivitě eNOS nelze u potkanů Samaritán zcela vyloučit.  
 Předchozí výsledky testující změny v hipokampálním cholinergním systému 
signalizovaly bilaterální zvýšení aktivity CHT1 transportéru v hipokampu potkana 
Samaritán, v souladu s kompenzačním zvýšením pozorovaným v hipokampu nebo 
kortexu u lidí s AD v raném stádiu onemocnění. U potkanů Samaritán byly také 
potvrzeny kognitivní změny (např. horší schopnost naučení se úlohy a orientace 
v prostoru). 
Na základě výsledků této diplomové práce lze tedy konstatovat, že signifikantní 
změny v kortikálním mediátorovém systému NMDA receptoru a oxidu dusnatého, 
v souladu se změnami pozorovanými u hipokampálního cholinergního 
neurotransmiterového systému, odpovídají spíše raným stádiím onemocnění a že potkany 
Samaritán jako netransgenní model sporadické formy AD lze považovat za dobrý model 
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